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Priprava mutant

« Studium funkce genu — fenotyp delece ¢i mutace
* Nezbytny gen = smrt — plasmid nebo mutanty
» Prezivaji — kfizeni tj. hledani funkéné pfibuznych gena
— Studium funk&nich homologii — dvojité mutanty (synthetic lethal x
epistatic)

-V pfipadé esencialnich genu je diploid transformovan plasmidem s
exprimovatelnym wt genem — po jeho vypnuti se sleduje ,terminalni fenotyp”

-Pro sledovani terminalniho fenotypu jsou vSak lepsi ,kondicionalni mutanty®
tj. teplotné (nebo chladové) sensitivni mutanty

-Mutagenese (vétSinou nahodna) a nasledna selekce markeru Ci fenotypu
(napf. mutace v metabolickych drahach, sekreci, morfologii atd.)



Cloning the Mutant Isolation Meiotic Analysis
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Ovéreni pravosti (mutant+delece)



- mutagenese S. pombe — hledani ts mutant (55 000 kolonii) s defektni morfologii —
nasli 64 kmenu (3 druhy defektu: 51 kulatych=orb, 8 tip elongation aberrant=tea, 5

banana=ban)

- z 51 orb mutant kfizenych s WT segregovalo 43 v poméru 2:2 tj. jeden gen (8
sterilnich), ,linkage analysis“ mezi mutantami ukazala 12 orb genu (skupin — Tab./)
.. vztahy mezi nimi (synthetic lethality) a znamymi geny (multicopy suppressor)

Table I. orb Genes
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Dvojité mutanty — funkcni pribuznost

Mutageneze pomoci hydroxylaminu ...

stejny fenotyp - diploid - identicky gen (nebo dominantni)
- haploid — epistaticky (funkéné pribuzné)

Aditivni az letalni — haploid — paralelni draha, redundance, rozpad komplexu
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Hledani (screening) letalniho mutanta — mutageneze kmene s vypinatelnym
plasmidem (promotor nebo FOA)



Supresory

Supresory potlacuji puvodni fenotyp:
- nadprodukce proteinu z paralelni drahy

- nadprodukce proteinu z téze drahy
— mutace téhoz genu ,napravi® puvodni

- mutace sousedniho (protein) zesili oslabenou interakci

A

2 : /N
L S

\ D / Protein \ /

complex D




Bunecny cyklus S. pombe

S.pombe ma rovnocenne déleni - vznikaji bunky stejné velikosti — hned
vstupuji do S faze (jsou dostateCné velké) — pro vstup do mitozy musi byt
dvojnasobna velikost (kontrola v G2 fazi => nejdelsi je G2 faze)
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Nobelova cena za vyzkum
bunecneého cyklu v roce 2001

Leland Hartwell zaCala studovat bunécny cyklus v 60.letech na S. cerevisiae.
Podarilo se ji izolovat kvasinky, které mély mutovany gen kontrolujici bunécny
cyklus. V nasleduijicich letech identifikovala podobnym zplsobem vice nez 100
genu kontrolujicich bunécny cyklus. Také sledovala citlivost kvasinek na posSkozeni
DNA radiaci. Zjistila, ze BC je pfi posSkozeni DNA zastaven — aby ziskal Cas na
opravu DNA

Paul Nurse studoval bunécny cyklus na S. pombe. V 70. letech objevil gen cdc2,
ktery je zodpovédny za regulaci vétsiny fazi BC. V roce 1987 izoloval homologni
lidsky gen a nazval jej CDK1 (cyclin dependent kinase).

V kvétnu 2008 mél pfednasku v Brné, v ramci Mendlovych seminaf

Tim Hunt na zaCatku 80. let objevil prvni cyklin — cykliny jsou proteiny, které jsou
syntetizovany a odbouravany béhem urcité ¢asti bunécného cyklu. Cykliny se vazi
na CDK a reguluji jejich aktivitu.



Bunecny cyklus S. cerevisiae

- Generovali teplotné-citlivé mutanty, z kterych vybirali kmeny zastavuijici v
urcité fazi bunécného cyklu (cdc = ,cell division cycle” mutanty)

- Vybér dle morfologickych (diagnostickych) znaku charakteristickych pro

urcitou fazi bunécného cyklu ]
pindle pole

body
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- zahajeni tvorby pupene a duplikace SPB — zaCatek S faze

- rozchod jadernych plakd na opa¢né poly — pfechod z S do G2 faze
- jadro se protahuje — zaCatek M faze (mitdzy)

- oddeéleni pupene — cytokineze — pfechod z M do G1

- Oddélena dcerinna bunka je mensi nez matefska — nerovnocenné déeleni—
pro dalSi deleni musi dosahnout urcité velikosti => dlouha G1 faze
(S.pombe ma rovnocenné déleni — velikost se kontroluje v G2 fazi =

nejdelSi je G2 faze) Curr Opin Gen Dev 5 (1995)



Klicovym meznikem BC u S. cerevisiae je START, kdy se rozhoduje o pfechodu z
G1 do S faze

- pro dalsi déleni musi burika v G1 fazi dosahnout urcité velikosti

- haploidni buriky v pfitomnosti partnera zastavuji v G1 fazi a konjuguji

- diploidni buriky (pfi nedostatku N a C) zastavuji v G1 a zahajuji sporulaci
- pfi vyCerpani zivin z média pfechazi z G1 do stacionarni faze

- nedostatek dusiku — rust pseudohyf

- STARTovni interval Ize rozdélit na usek Aa B

- v useku A se rozhoduje o pfechodu do stacionarni faze (mutanty zastavené v této
fazi nemohou konjugovat)

- v useku B se rozhoduje o konjugaci Ci sporulaci (arest pomoci alfa-faktoru,
nemuze byt zvolena alternativa pfechodu do stacionarni faze)

- v useku A hraji roli CDC25 a CDC35 (komponenty RAS drahy)
- pro usek B (a dalSi ,,checkpoints®) je kliCovy CDCZ28 (tj. CDK1) a prislusné cykliny

Cin/Cdc28 Clb1/2/Cdc28 Clb/Cdc28
activation activation inactivation

2+ 0-0-0




CDCZ28 a cykliny u S. cerevisiae

Interakce fosforylované Cdc28p s cyklinem (defosforylace) vznika aktivni komplex:
-v G1 fazi CLN1 a CLN2 (CLN3 mRNA je konstantni)

- pro vstup do S faze jsou nutné CLBS a CLB6 (transkripce stimulovana CLN)

- zahajeni mitdzy se uCastni CLB3 a CLB4

- mitézu ukoncuji CLB1 a CLB2

Cln/Cdc28 Clb1/2/Cdc28 Clb/Cdc28
activation act i inactivation

- 5l0-0-0L

Cintp, -2p ClbSp, -6p Clb3p, -4p Cibip. -2p

- -

s =

Trends in Genet 12 (1998)
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Parovani S. cerevisiae

. haploid
® i"‘/

Parovani (mating) — konjugace — zastaveni v G1 fazi — feromony opacného MAT
typu

o-feromon se pouziva k synchronizaci bunék v G1 (elutriace pro buriky v GO, HU
pro S fazi, nocodazol pro G2)



Prubeh konjugace
Zmena tvaru ... aglutinace ... spojeni ...

Pheromaone

Feromony se vazi na receptory

dalsi receptory lokalizovany
specificky do stejného mista

zastavi v G1 fazi a zméni tvar
(,shmoo" smérem k partnerovi)
tj. zména cytoskeletu a bunécnée
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Current Opinion in Cell Biol 8 (1996)



Signalni feromonova draha

ste mutanty - sterile

Ste18p

] Pheromone
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Cell
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transcription
factor
¥ W
Transcriptional __, Growth
activation arrest Science 270 (1995)



Chromosom Il obsahuje:
- MAT lokus

- MAT a (HMR) kazeta

- MAT o (HML) kazeta

HML a HMR jsou tiché
alely (heterochromatin)

al,a2 + a1, a2 kéduji
transkripCni faktory

HO endonukleasa
rozeznava specifické
sekvence

Heterothalické — stabilni
Homothalické — prepinaji
parovaci typ
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HO endonukleasa

Molecular Biology of the Cell, kap. 7
HO endonukleasa rozeznava specifické sekvence

Pouziva se pro vygenerovani DSB a studium mechanismu opravy posSkozené DNA



Regulace transkripce v haploidnich bunkach

al, a2 + a1, a2 kdduji transkripéni faktory, které ovlivriuji transkripci 3 skupin genu

a-spec.= MFA1,2 (a-feromon), STE2 (a-receptor), STEG, 14 (Uuprava a sekrece feromonu)
a-spec.= MFa1,2 (a-feromon), STE3 (a-receptor), STE13, KEX2 (proteasy)
haploid spec.= STE4,18 (podjednotky G-proteinu), RME1 (inhibitor meiosy)

MAT lokus Typ bunky Geny kotrolované MAT lokusem
e 2SG ON
al, a2 a haploid e oSG OFF
e haploid SG  ON
i L SG OFF
al, a2 o haploid a

L aSG ON

eeeeesssssss haploid SG  ON

al, a2 diploid L aSG OFF

al. a2 eeeeeeesss— SG OFF

q — . b .
haploid SG OFF



Prepinani parovaciho typu

DNA z MAT lokusu je HO endonukleasou vystfiZzena a na jeji misto se prekopiruje

sekvence z kazety opacného paru
- HO endonukleasa je exprimovana pouze v materskeé burice v G1 fazi (dcefinna si

uchova puvodni typ)
! ! Current Opinion in Cell Biol 8 (1996)



